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Les anticorps monoclonaux sont tres u t i l e s  en bSologie 
fondamentale pour @ t u d  i e r  la  canf ugurat ion d ' une mléctale . Eh biologie 
appl iqube, i 1s sont part icul  ilPremen"tintéressants pouir d i f f@rencier  
d i f fe ren ts  produits du rniltabolisme d'une prot@ine, OU paur doser 
sp6cif iquemnt une molecule Incorporée dans uni complexe proteique e t  
douee d h n e  propriété pal*ticuli&-g. Clest ainsi que differentes  
rnéthodes ont &t& décr i tes  pour doser Te facteur  V I I I  coagulant 
irnmunologrquement sans doses Ye facteur  VII I  Willebrand associe 
ce t t e  rnal@cule ( f .  V I I I ,  Cag). 
PILI cours de ce t rava i l  nous avons prepar@ des anticorps 
mnoclonaux a pa r t i r  de lymphocytes de souris immunisées avec des 
produits de d&gradation de la  fibrnne. 
b u s  avons s&lectionné d l f fbrents  clones q u l  ont pu e t r e  
classes en d i f fé ren ts  graupes : 
1 )  Pmtlcorps recoinnaissant un epitope accessible sur la  mol@cue de 
f i  brinogPne e t  sur un de ses fragments de degradat ion ( D  ou E ) .  
Pami ces anticorps, nous avons sc5lectionné des anticorps capables de 
drff6rencicrr l e  fragment de dégradation DI d u  fragment D3 plus 
dPgrade. 
2 )  Anticorps capable de deceler uni épitope accessible cur l e  
fibrilnogene fix6 sur u n  support de polyctyrene mais non accessible sur 
le FibrinogPne en solution. 
Les anticorps permettent donc de deceler une madification de 
conformation seco~ndaire a l a  f ixat ion d u  fi$rinog&ne sur u n  support 
sol ide.  
3) hticicllrps recannaissant un ép~tope ~naccessible sur l a  ml@culi;y 
de fibrinagene @t qu l  ne devient accesskble qutaprPs degradation de la 
molecule. 
4 )  h t l c o r p ~  reconnaissant un 62pltope accessible alu niveau du 
fragment E isolB ct  de la ml@cule de f itirinogerne e t  inaccesszble au 
niveau du complexe D-D-E issu de la degradation de l a  fnbrlne 
stabilrs&e. 
b l i in t&r leur  de ces groupec diffgrents sous-groupes o n t  pu 
&tre definis 
- selon que l%pitope reconnu es t  localisé sur une chaine isolée de 
l d  mo16culle de flbrlnogene ou a u  contraire reprksente un épitape de 
conformation 
- selon que lianticorps rnonoclonal revele p l u s  les produits de 
deglradation de l a  fibrine qwe les prodwits de d6gradation du 
f i br inoghe . 
Liobtention de ces anticorps nous a permis : 
1 )  i% mettre au point une technique orlglnale immunoenzymlogique 
de l d  pslymC?rlsatiorn des monom&res de fibrine. Elle cansiste A etudier 
l a  flxatil~rn du  fragment D1 contenant le  s i t e  de polym5risatlon "a" sur 
des rnonioirn&res de flbrine contenant des s i t es  cornpl@mentaires " A "  de 
polym6rìsetion. 
Cette tieclinlque aura  de nombreuses applcatians, taant sur le plan 
phermacologlqwe, qwe sur l 'étude d '  anomal les du f lbrinogene . 
Ce travail nous ca permis de rniointrer que dans le fibrinogiene Ales, le 
site 'ka" n'était p d ~  fonctlonnel cdr 1 1  n ' y  dvait pas de fixatiort du 
fragment 01 Ales sur des moniodres niorinaux (des A )  de fibrine. Gtte 
etude associee a lietude structurale du flbr~noggne Ales devralt naus 
permettre diapporter des pr6e~sions swr la nature du site "a" de 
2) D'etudier l'interaction du fibrinogene avec les biomatériaux 
grace % l'utilisatlon de certains anticorps de conformation. 
3) De doser les produits de di6gradaltion de la fibrlne directement 
dans le plasma grace A l'utilisatlon d'antlcorps anti D-nBo. 
Cette nouvelle technique paurra avoîr des irnplications pratiqwec tres 
importantes cair elIe apporte une mcrdif~cat~on fondamentale dans le 
dosage des POF. En effet, par la technique tradltlonnelle, les causes 
dnerreur en exces sont Frequentes attribuables 9 la pr6sence dans 1e 
sérum de petites quanti'e&s de fibrinogene non coagulé. k plus, nous 
avons mmtri? que contrairement aux réactions de precipitat ion, cette 
technique utilisant liagglutination de particules de latex btait tout 
A fait réalnsable avec les anticorps manocionaux. 
M o n o c l  o n a l  e  a n t j l  i c h a m e n  s i d n  v a n  g r o o t  n u t  i n  de  fundamen-  
t e l e  b i o c h e m i e  om de c o n f f l g w r a t i e  v a n  e e n  m o l e c u u l  t e  b e p a -  
l e n .  I n  d e  t o e g e p a s t e  b i a c h e m ~ i e  z i j n  h e t  h u f t e n g e w o o n  f n t e r -  
e s r a n t e  h u l  p lm idde l  e n  o m  v e r s c h i l  lien~dle a f b r a a k -  en  m e t a b a l  e  
p r o d u c t e n  v a n  e e n  e i w i t  t e  o n d e r s c h e l d e n  o f  om s p e c i f i e k  &en 
m o l e c u w l s o o r t  t e  b e p a l e n  ook  a l  b e w i n d t  h l i j  z i c h  i n  e e n  com- 
p l e x  m e n g s e l  a f  a l  s  h t J  gebonden  i s  a a n  a n d e r e  m o l e c u l e n .  Zo 
s i j n  e r  b i J w o o r b e e l d  xsc!rschi" l lende methloden b e s c h r e v e n  om 
s t o l  f a c t o r  V I  I I I m m u n o l o g i s c h  t e  b e p a l e n  z o n d e r  d e  v ~ o n  
l u r i l l e b r a n d f a c t o r ,  d i e  daarmee g e a s s o c i e e r d  i s ,  d e  b e p a l i n g  
s t o o r t .  Zn h e t  v o o r l i g g e n d e  w e r k  h e b b e n  w i j  b e s c h r e v e n  hoe  
rnoncoc lona le  antilichamen w e r d e n  g e m a a k t  u i t g a a n d e  v a n  l y m -  
p h o c y t e n  v a n  m l u i r e n  d i e  g e l m m u n i s e e r d  w a r e n  m e t  a f b r a a k p r o -  
d u c t e n  v a n  F i b r i n e .  
W i j  h e b b e n  k l o n e n  u f t g e z o c h t  d i e  a n t i l i c h a m e n  g a v e n  d i e  i n  
v e r s c h i l l l e n d e  g r o e p e n  o n d e r v e r d e e l d  k u n n e n  w o r d e n :  
1)  A n t f l  i c h a m e n  d i e  e e n  e p i  t o o p  h e r k e n n e n  d a t  t o e g a n k e l  l j k  
i s  o p  h e t  f i b r o n o g e e n r n o l i e c w l  e n  op z i j n  f r a g m e n t e n  D a f  E +  
Van d e z e  a n t i 1  i c h a m e n  h e b b e n  w i j  e r  w i t g e r o c h t  d l e  i n  s t a a t  
w a r e n  h e t  a f b r a a k p r o d u c t  D 1  v a n  h e t  v e r d e r  a f g e b r o k e n  p r o -  
d u c t  D3 t c  a n d e r s s h e i d @ n .  
2) A n ~ t i l i c i h a m e n  d f a  @enp e p i t o o p  a a n  h e t  l i c h t  b r e n g e n  d a t  
aianwerrf g  I s  o p  f l  b r i n i o g e e n  d a t  z i c h  a a n  p o l y s t y r e e n  h e e f t  
g e h e c h t  m a a r  n i e t  o p  f t b r h a g e e n  i n  o p l o s s i n g .  Deze  a n t i -  
l i c h a m e n  wnaken h e t  dan m o g e l i j k  de  c o n f o r m a t i e v e r a n d e r r ' n g  
v a n  h e t  fibrinogeen t e  d @ t e c t e r e n  d i e  h e t  g e v o l g  i s  v a n  
h e c h t i n g  a a n  e e n  v a s t e  f a s e .  
31 b n t i l l c h a m e n  d i t ?  e e n  e p i t o a p  h e r k e n n e n  d a t  n i e t  t o e g a n -  
k e l i j k  i s  o p  h e t  i n t a c t e  f i b r i n o g e e n m o l e c u u l  m a a r  d a t  
s 1  e c h t s  t o e g a i n k e l  l J k  w o r d t  a l  s  h e t  m o l e c u u l  w o r d t  a f g e b r l a -  
k e n .  
4 )  AntS l - ich~amen d i e  e e n  e p i t o o p  h e r k e n n e n  d a t  b e s c h i k b a a r  i s  
1 n  h e t  g e i s o l  e e r d e  E f r a g m e n t  e n  h e t  i n t a c t e  f i b r o n a g e e n -  
m o l e c u u l  maar  d a t  o n t o e g a n k e l i j k  i s  i n  h e t  D-D-€ c o m p l e x  d a t  
w i t  a f b r a a l k  v a n  g e s t a b i l i s e e r d  f i b r i n e  o n t s t a a t .  
B i n n e n  d e z e  v e r s c h i l l e n d e  g r o e p e n  hebbarr w f j  s u b - g r o e p e n  
k u n n e n  o n d e r s c h e i d e n  n a a r  g e l a n g  
- h e t  e p i t o o p  d a t  h e r k e n d  w o r d t ,  g e l a c a l  l s ~ e e r d  I s  o p  een 
g e T c o l e e r d e  k e t e n  v a n  h e t  f i b r i n o g e e n  m o l e c u u l  o f  j u i s t  e e n  
c o n f o r m a t i e - e p l t o o p  S J .  
- h e t  m a n a c l o n a l e  antilichaam a f b r a a k p r o d u c t e n  van  h e t  
f i b r i n e  o f  v a n  f i b r i n o g e e n  a a n t o o n t .  
H e t  v e r k r i j g e n  v a n  d e z e  a n t l l î c h a m e n  h e e f t  o n s  i n  s t a a t  
g e s t e l d  om: 
11 Een o o r s p r o n k e l  i j b e  i m m u n o l o g i s c h e  t e c h n i e k  t e  o n t w i  k k e -  
l e n  d i e  de p o l l l m e r i s a t i e  van  f t b r i n e  monomeren a a n t o o n t .  
De g r o n d s l a g  v a n  d e z e  t e c h n i e k  i s  h e t  a a n t o n e n  wan de 
h e c h t i n g  v a n  D l  f r a g m e n t e n  d i e  h e t  p o l y m e r l s a t i e c e n t r u r n  
" a l V e z i t t e n  o p  f i b r i n e m o n o m e r e n  d i e  de c o m p l e m e n t a i r e  
p o l y m e r l s a t i e c e n t r u m  " A "  b e v a t t e n .  Deze  t e c h n i e k  b e l o o f t  
v e l  e  t o e p a s s i n g e n  t e  h e b b e n ,  z o w e l  o p  p h a r m a c o l  o g i  s c h  
g e b i e d  a l s  b i j  de  s t u d i e  van e f w i j k l n g e n  v a n  h e t  f i b r i -  
n o g e e n m o l e c l a w l .  M e t  d e z e  t e c h n i e k  z i j n  w i j  i n  s t a a t  
g e w e e s t  a a n  t e  t o n e n  d a t  $ n  h e t  a f w i j k e n d e  f i b r i n o g e e n  
" A l  e s "  h e t  p o 7 y m e n l " s a t i e c e n t r u m  " a "  n i e t  f u n c t i o n e e l  i s  
o m d a t  h e t  f r a g m e n t  D 1  A l e s  n i e t  h e c h t  op n ~ o r m a l e  f l b r i n e -  
monomeren.  D i t  we rk  m o e t  o n s ,  samen m e t  s t r u c t u u r s t u d i e s  
v a n  h e t  f i b r i n o g e e n  " A d l e c ' V n  s t a a t  s t e l l e n  m e t  en91ge 
v e r f d J n i n g  h e t  wezen v a n  h e t  p o l y m e r i l s a t i e  c e n t r u m  " a "  
v a n  h e t  f i b r i n e  t e  b e p a l e n .  
2) De i n t e r a c t i e  t u s s e n  f i b r i n o g e e n  e n  b i o m a t e r l a l e ~ n  t e  b e -  
s t u d e r e n  d a n k z i j  h e t  g e b r u i k  v a n  a n t i l i c h a m e n  d i e  r e a g e -  
r e n  op c o n f o r m a t i e w e r a n d e r i n g e n  $13 f l b r i n o g e e n a d s a r b -  
t i e s .  
31 D i r e c t  f l  b r i n e a f b r a a k p r o d u c t e n  i n  h e t  pl lazma t e  b e p a l e n  
d o o r  h e t  g e b r u i k  wan a n t i  D-n60 a n t i l i c h a m e n .  
Dleze n i e u w e  t e c h n i e k  k a n  h e e l  b ~ e l a n ~ g r l J k e  p r a c t i s c h e  c o n s e -  
q u e n t i e s  h e b b e n .  Z i j  m a a k t  e e n  f u n d a m e n t e l e  v e r a n d e r i n g  
m o g e l i j k  b i j  de b e p a l i n g  v a n  F i b r i n e a f b r a a k p r o d u c t e n  d o o r  
h e t  u i t s c h a k e l  e n  v a n  de waak voorkolmende o v e r s c h a t t i n g  d i e  
h e t  g e v o l g  i s  van  de  a a n w e s l g h e l d  van  l a g e  c o n c e n t r a t i e  n i e t  
g e p o l y m e r j c e e r d  f f b r i n e .  Ook hebben we k u n n e n  a a n t o n e n  d a t ,  
w a a r  p r e c l p i t a t i e t e c h n i e k e n  m e t  b e h u l p  v a n  d e  g e b r u i k t e  
me inac lo r i a le  a n t f l f c h a m e n i  n i e t  m r s g e l $ j k  z i j n ,  de a g g l u b t i -  
n a t j e  van  l a t e x p a r t i  k e l ~ s  een  goede  a l  t e r n a t i e v e  t e c h n i e k  i s .  
